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研究成果の概要（和文）：外因性ステロイドがシナプス伝達の調節を介して動物の記憶や学習を増強することは多くの
研究で報告されているが、脳内で生理的に産生された内因性神経ステロイドが同様の機序によってシナプス伝達を調節
し、正常な脳機能の維持に寄与しているのかについては議論があった。我々はこれまでラット海馬歯状回において、ス
テロイド合成阻害薬による神経活動の変化を電気生理学的手法により調べることにより、内因性神経ステロイドは恒常
的に興奮性シナプス伝達を増強していることを明らかにした。本研究では、内因性神経ステロイドによる興奮性シナプ
ス伝達調節の作用機序の一部を明らかにすると共に、この作用は加齢によって低下することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Neurosteroids are synthesized de novo in the central nervous system independently 
of the peripheral endocrine glands and believed to promote learning and memory by modulating synaptic func
tion in the hippocampus. However, as most of the reported studies on the neurosteroid effects were perform
ed exclusively with exogenously applied neurosteroids, little is known to what degree endogenously synthes
ized neurosteroids contribute to the hippocampal synaptic function.  Our latest study showed that endogeno
usly synthesized neurosteroids constitutively potentiate excitatory synaptic transmission in the dentate g
yrus of juvenile male hippocampal slices.  In this study, we revealed the mechanisms underlying the modula
tory actions of endogenous neurosteroids.  In addition, we found a decrease in the potentiation of excitat
ory synaptic transmission by endogenous neurosteroids in aged rats.
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１．研究開始当初の背景 
ステロイドは副腎や生殖腺といった末梢の

器官で産生され、血管を通して標的の組織・
細胞に到達しその生理作用を示す。一方で中
枢神経系においても、ステロイドは末梢器官
とは独立に神経細胞やグリア細胞において産
生されている（神経ステロイドと呼ばれる）。
神経ステロイドにはpregnenolone（PREG）、
dehydroepiandrosterone（DHEA）、DHEA 
sulfate（DHEAS）を始めとした様々な種類が
ある。これらの合成は、P450sccによってまず
コレステロールからPREGが合成され、引き続
き、合成されたステロイド（PREG、DHEA等）
を基質として下流のステロイドが合成される
（図1）。 
先行研究からDHEAS等の神経ステロイドは、

それぞれが特徴的なシナプス伝達調節作用を
示し、神経伝達物質の放出や興奮性のグルタ
ミン酸受容体、抑制性のGABA受容体の機能を
調節することで神経細胞間のシナプス伝達効
率を調節していることが明らかにされている。
しかし、こうした知見の大半は体外から投与
された外因性ステロイドを用いて得られたも
のであるため、脳内で生理的に産生されてい
る神経ステロイドが同様の機序によってシナ
プス伝達を調節し、正常な脳機能の維持に寄
与しているか否かについては議論が残ってい
た。 
 
 

 
 
 
 

 
図 1 神経ステロイド合成経路の概略 
   ：ステロイド 
   ：ステロイド合成酵素 
 
我々はラット海馬歯状回のシナプス伝達に

おける内因性神経ステロイドの生理的役割を
調べるため、生後3週齢のオスラットから海馬
スライスを作製し、その海馬スライスの歯状
回から細胞外記録法により興奮性シナプス後
電位(EPSP)、またホールセル・パッチクラン
プ法により興奮性シナプス後電流(EPSC)を記
録した。そして全ての神経ステロイドの基質
でもある神経ステロイドPREGの合成を、その
合成酵素阻害薬であるaminoglutethimide 
(AG)によって阻害し、興奮性シナプス伝達の
指標であるEPSP、EPSCがどのように変化する
のかを解析した。その結果、PREGの下流で産
生されるDHEASおよびestrogen（E2）がそれぞ
れ興奮性シナプス伝達を担うAMPA受容体およ
びNMDA受容体の機能を恒常的に増強している
可能性を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景を踏まえ、以下の 3点を本

研究の目的とした。 

（1） 我々は内因性の DHEAS および E2 がそれ
ぞれ恒常的に AMPA 受容体および NMDA 受容体
の機能を調節していることを明らかにした
が、どのような作用機序によってこれら神経
ステロイドが受容体機能の調節を行ってい
るのかについては不明であった。そこで内因
性 DHEAS、および E2 による恒常的な興奮性シ
ナプス伝達調節作用の機序の解明を目指し
た。 
 

（2） 外因性ステロイドを用いた研究によれ
ば、複数の神経ステロイドは、抑制性シナプ
ス伝達を担う GABA の放出やその受容体の機
能を調節することが報告されている。そのた
め興奮性と同じく、抑制性シナプス伝達も恒
常的に神経ステロイドの調節を受けている
可能性がある。そこで抑制性シナプス伝達も
恒常的に神経ステロイドの調節を受けてい
るか否かについて解析を行った。 
 

（3） 内因性神経ステロイドの生理作用に関
するこれまでの我々の解析は、3 週齢という
比較的若いラットにおいて行っていた。しか
しながら先行研究によれば、全ての神経ステ
ロイドの合成に必要な酵素であるP450sccの
mRNA レベルは、生後 2－3 週齢以降急激に低
下し、生後 12 週齢では生後 2－3週齢の 10％
以下にまで落ちていることが報告されてい
る。また神経ステロイドの海馬内の濃度は高
齢ラットでは低下していることが報告され
ている。そのため若齢ラットで観察された内
因性神経ステロイドによる興奮性シナプス
伝達増強作用は、高齢のラットでは低下して
いると予想された。そこで高齢オスラットに
おけるステロイド合成酵素阻害薬の効果を
解析し、加齢によってステロイド合成酵素阻
害薬の効果に差があるか否かを検証した。 
 
３．研究の方法 

（1） 電気生理学的手法によるシナプス伝達に
対する各種試薬の作用の解析 

ラット海馬歯状回のシナプス伝達における
内因性神経ステロイドの生理的役割を調べる
ため、生後3週齢から12カ月齢のオスラットか
ら海馬スライスを作製し、その海馬スライス
の歯状回から細胞外記録法により興奮性シナ
プス後電位(EPSP)、またホールセル・パッチ
クランプ法により興奮性シナプス後電流
(EPSC)、さらに抑制性シナプス伝達の指標で
ある抑制性シナプス後電流(IPSC)を記録した。
そして神経ステロイド合成酵素阻害薬、ある
いは神経ステロイドによりシナプス伝達の指
標であるEPSP、EPSC、IPSCがどのように変化
するのかを解析した。 

 
（2） 生化学的手法によるAMPA受容体発現量の

解析 
内因性DHEASによるAMPA受容体調節の作用

機序を調べるため、海馬スライスの細胞膜上
のAMPA受容体をビオチンによって標識した後、



その海馬のホモジネートを作成した。アビジ
ンビーズによってホモジネートから細胞膜上
のタンパク質を分離し、ウェスタンブロッテ
ィングによって、sham群、AG投与群、AG+DHEAS
投与群における細胞膜上のAMPA受容体の発現
量を比較した。 
 

４．研究成果 
（1） DHEAS による AMPA 受容体機能調節の機

序の解明 
内因性 DHEAS による AMPA 受容体機能調節

は薬剤投与後数分から数十分以内に観察さ
れることから、non-genomic な作用であるこ
とが予想された。そこで神経ステロイド合成
酵素阻害薬 AG 投与後の細胞膜上に存在する
AMPA 受容体の量をウェスタンブロッティン
グによって解析したところ、膜上に存在する
AMPA受容体の量はAGによって有意に減少し、
その減少はDHEASを共に投与することで防が
れた。しかし AMPA 受容体の総量に有意な変
化はなかった（図 2）。以上の結果より、内因
性 DHEAS はシナプス伝達を担う細胞膜上の
AMPA 受容体量の調節を介して興奮性シナプ
ス伝達を調節していることが示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 内因性神経ステロイド合成酵素阻害に
よる細胞膜上の AMPA 受容体量の変化 
細胞膜上の AMPA 受容体量は 100 μMの AGに
よって低下し、1 nM の DHAES を共に加えるこ
とで、その低下は防がれた（上段）。しかし
AMPA 受容体の総量（中段）、およびタンパク
質の総量（下段）はいずれの試薬でも変化し
なかった。 
 

（2） E2 による NMDA 受容体機能調節の機序の
解明 

NMDA 受容体機能亢進における E2 の直接の
作用部位を同定するため、E2 受容体のサブタ
イプである ERα と ERβ、それぞれのアゴニ
ストの作用を電気生理学的手法により調べ
た。NMDA 受容体の機能調節については、
ホールセル・パッチクランプ記録法により
NMDA 受容体チャネルを介した電流のみ
を測定し、その電流に対する薬剤の効果を
調べることで評価した。その結果、ERα の
アゴニストである PPT は NMDA 受容体の機能
を亢進したが、ERβのアゴニストである DPN

は逆に NMDA 受容体の機能を低下させた（図
3A、3B）。さらに E2 合成酵素阻害薬 letrozole
による NMDA 受容体機能低下は PPT 投与によ
って回復したが、DPN では回復しなかった。
興味深いことに、低濃度 E2（1 nM）は NMDA
受容体の機能を亢進するが、高濃度 E2（7 nM）
は逆にその機能を抑制した（図 3C）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 E2 による NMDA 受容体双方向性調節 
ERα アゴニスト PPT（5 nM）は NMDA 受容体
依存性の EPSC（NMDAR-EPSCs）の振幅を上昇
させた（A）。一方、ERβアゴニスト DPN（5 nM）
は逆にNMDAR-EPSCsの振幅を低下させた（B）。
E2 は 1 nM では NMDAR-EPSCs の振幅を増加さ
せるが、その増強作用は E2 の濃度を上げる
と低下し、7 nM では逆に抑制的に作用した
（Mean±SD、n = 7、C）。未処理（control）
では長期増強が誘導されない比較的弱い高
頻度刺激（25 Hz）において、5 nM PPT ある
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いは1 nM E2で処理された海馬スライスでは、
長期増強が誘導された。一方、control でも
長期増強が誘導される高頻度刺激(100 Hz)に
おいて、7 nM E2 あるいは 5 nM DPN で処理さ
れた海馬スライスでは長期増強の誘導が阻
害された（Mean±SD、n = 7、D and E）。 
 
NMDA 受容体は、重要な脳機能のひとつであ

る記憶・学習に必須のタンパク質である。海
馬スライス標本では、高頻度の電気刺激を与
えると高頻度刺激後、興奮性のシナプス伝達
は刺激前と比較して増強される。この現象は
長期増強と呼ばれ、記憶・学習の実験モデル
とされている。そこで長期増強に対する E2
および PPT、DPN の効果を調べた。その結果、
1 nM の E2 および 5 nM の PPT は長期増強の誘
導を促進し、一方 7 nM の E2 と 5 nM の DPN
は長期増強の誘導を阻害した（図 3D、E）。 
以上の結果より、生理的に産生されている

内在性レベルの E2 は ERα を介して NMDA 受
容体の機能を亢進し記憶学習の形成を促進
するが、過剰な E2 は ERβ を介して NMDA 受
容体の機能を抑制し記憶学習の形成を阻害
するという、E2 による NMDA 受容体双方向調
節作用を世界で初めて明らかにした。 
 

（3） 抑制性シナプス伝達に対する神経ステ
ロイド合成酵素阻害薬の作用 

ラット急性海馬スライス標本の歯状回顆
粒細胞に対してホールセル・パッチクランプ
記録を行い、自発的な GABA 放出によって生
じる miniature IPSC を観察した。その結果
ステロイド合成酵素阻害薬 AG によって
miniature IPSC の発生頻度は増加したが、そ
の振幅は変化しなかった。miniature IPSC の
発生頻度はシナプス前部からの GABA 放出能
を反映している。従って本結果は、内因性神
経ステロイドがシナプス前部からの GABA 放
出を恒常的に抑制していることを示唆して
いる。これは内因性神経ステロイドが、興奮
性シナプス伝達においてはシナプス後部（受
容体）の機能を調節しているのに対し、抑制
性シナプス伝達ではシナプス前部（伝達物質
放出）の機能を調節している、という点で興
味深い。 
 

（4） 高齢ラットにおける内因性神経ステロ
イドによる興奮性シナプス伝達増強作
用の解析 

週齢の異なるラットから作製した急性海馬
スライス標本において、AGによって神経ステ
ロイド合成を阻害し、それによるEPSPの変化
を細胞外記録法により調べた。若齢（3-4週齢）
ラットではAGによってEPSPが20-30％程度低
下することを既に報告している。このAGの作
用は12週齢、6カ月齢ラットにおいても、若齢
と同程度に観察され、12週齢、6カ月齢のラッ
トにおいても4週齢と同様に内因性神経ステ
ロイドは興奮性シナプス伝達を恒常的に増強
していることが示唆された。ラットではその

誕生直後を基準とした場合、神経ステロイド
合成に必要な酵素（P450scc）のmRNA量は、4
週齢では80％程度保持されているが、12週齢
では10％程度にまで低下していることが報告
されており、本研究結果はこの先行研究の結
果と一致しない。この理由として、神経ステ
ロイド合成酵素のmRNA量の週齢差が、必ずし
も我々の実験条件におけるその酵素の発現
量・活性の週齢差を反映しているとは限らな
いことが挙げられる。加えて12週齢ラットは
ヒトでは18歳程度に相当し、加齢により脳機
能が著しく低下していると考えられる週齢で
はない。そこで、さらに加齢の進んだ12か月
齢（ヒトでは45歳程度に相当）のラットにお
いて同様の実験を行った。その結果、12カ月
齢ラットではAGによってEPSPは10%程度しか
低下せず、AGの作用は減弱していた。 
本研究結果から、内因性神経ステロイドは

比較的若いラット（3週齢から6カ月齢）では
興奮性シナプス伝達を恒常的に増強している
が、高齢（12か月齢）ラットでは脳内神経ス
テロイド合成能の低下によって、その興奮性
シナプス伝達増強作用は低下しており、それ
が記憶学習機能の低下につながっている可能
性が示された。 
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